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Abstract)
)
Based)on)the)success)in)animal)models)of)type)1)diabetes)(T1D),)clinical)trials)
of) adoptive) regulatory) T) cell) (Treg)) therapy) are) underway) using) ex# vivo)
expanded)polyclonal)Tregs.)However,)pre[clinical)data)also)demonstrate)that)
islet[specific)Tregs)are)more)potent) than)polyclonal)Tregs)at) reversing)T1D.)
Translation)of) this)approach) into)man)will) require)methods) to)generate) large)
populations) of) islet[specific) Tregs)which,) to) date,) has) proved) to) be) a)major)
hurdle.)Here)we)demonstrate)the)feasibility)of)lentiviral[mediated)T)cell)receptor)
(TCR))gene)transfer)to)confer)antigen)specificity)on)polyclonal)human)Tregs.)
Targeting)has)been)achieved)using)TCRs) isolated) from)human) islet[specific)
and) viral[specific) CD4+) T) cell) clones.) Engineered) T) cells) demonstrated)
expression)of)ectopically[delivered)TCRs,)resulting)in)endowment)of)cognate)
antigen[specific) responses.) This) enabled) antigen[specific) suppression) at)
increased)potency)compared)to)polyclonal)Tregs.)However,)cells) transduced)
with) islet[specific) TCRs)were) less) responsive) to) cognate) antigen) than) viral[
specific) TCRs,) and) in) some) cases,) required) additional) methods) to) isolate)
functional)antigen[specific)Tregs.)This)study)demonstrates)the)potential)of)TCR)
gene)transfer)to)develop)islet[specific)Treg)therapies)for)effective)treatment)of)
T1D,)but)also)highlights)that)additional)optimisation)may)be)required)to)achieve)
its)full)potential.)
)
)
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1.) Introduction,
!
Type) 1) diabetes) (T1D)) results) from) a) profound) dysregulation) of) the) T[cell)
immune) response.) This) is) manifested) by) an) expansion) of) pathogenic) islet[
specific) T) cells,) leading) to) progressive) destruction) of) pancreatic) β[cells[1].)
Populations) of) Tregs) found) in) the) periphery,) including) those) expressing) the)
transcription) factor) Forkhead) Box) Protein) 3) (FOXP3)[2],) are) crucial) in)
maintaining)immunological)tolerance.)The)fundamental)role)played)by)Tregs)in)
controlling) autoimmunity) is) clearly) demonstrated) by) the) human) syndrome,)
‘Immune) dysregulation,) polyendocrinopathy,) enteropathy,) X[linked’) (IPEX),)
where)a)loss[of[function)mutation)is)present)in)the)FOXP3)gene.)This)mutation)
leads)to)development)of)a)range)of)autoimmune)disorders,) including)T1D,) in)
>80%) of) individuals) by) the) age) of) 2.) While) it) is) now) established) that) the)
frequency) of) Tregs) in) individuals)with) T1D) is) similar) to) that) seen) in) control)
individuals[3,)4],)several)studies)have)shown)that)the)functional)ability)of)Tregs)
to)suppress)autologous)effector)T)cells) is)significantly) reduced) in) individuals)
with)T1D.)This)abnormality) is)evident)before)clinical)diagnosis,)at)the)time)of)
diagnosis)and)many)years) following)onset)of)T1D[4[7].)Since)defective)Treg)
function) appears) to) be) central) to) the) pathogenesis) of) T1D,) it) is) logical) to)
hypothesise) that) correction) of) this) imbalance) may) slow) or) prevent) disease)
progression.) Consequently,) strategies) aimed) at) increasing) the) number) or)
functional) potency) of) Tregs) constitute) a) major) focus) of) clinical) trial) activity)
relating)T1D.))
)
One) alternative) option) to) therapeutically) manipulate) Tregs) is) the) adoptive)
transfer)of)ex#vivo)cultured)cells.)This)involves)the)isolation,)expansion)and/or)
invigoration)of)Tregs) from)an) individual,) followed)by) their) re[infusion) into) the)
patient.)This)therapeutic)approach)has)shown)great)success)in)animal)models)
of) transplantation) and) autoimmunity[8].) Clinical) protocols) have) now) been)
developed) to)generate) large)populations)of)human)Tregs)by)magnetic)bead)
enrichment) or) fluorescence) activated) cell) sorting) (FACS),) followed) by)
expansion)in#vitro)in)the)presence)of)polyclonal)stimuli)and)high)concentrations)
of)IL[2.)Trials)of)Treg)therapy)are)underway)in)several)disease)indications)and)
have)already)shown)significant)clinical)benefit)in)patients)with)Graft)versus)host)
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disease[9[11].) In)T1D,)two)clinical) trials)have)been)performed)demonstrating)
the)feasibility)and)safety)of)this)approach[12[14].)
)
While)polyclonal)Treg) therapy)has)now)reached) the)clinic,)data) from)mouse)
models) of) T1D) have) shown) that) adoptive) transfer) of) antigen[specific) Treg)
populations) is)more) potent) at) controlling)T1D[15[18]) and)may) even) reverse)
disease[15].)To)translate)antigen[specific)Treg)therapy)into)the)clinical)setting,)
protocols) to)generate) large)populations)of)antigen[specific)Tregs)need) to)be)
developed.)One)approach)to)achieve)this) is)to)selectively)expand)Tregs)with)
the)desired)specificity)by)stimulating)Tregs)with)antigen)presenting)cells)(APC))
bearing)the)appropriate)epitopes)on)the)cell)surface.)Whilst)this)approach)has)
been)used)to)generate)populations)of)alloantigen[specific)Tregs)for)use)in)the)
field)of)transplant)tolerance[19],)applying)these)protocols)in)T1D)would)prove)
difficult)due)to)the)very)low)frequency)of)islet)antigen[specific)Tregs)in)the)blood.)
An)alternative)method) for)producing)antigen[specific)T)cells) is)by)TCR)gene)
transfer.)Feasibility)of)this)approach)has)been)demonstrated)in)both)mouse)and)
human)Treg)systems[20[22],)but)only)using)model)antigen[specific)TCRs)(e.g.)
virus) or) tumor) specific) TCRs).) By) contrast,) this) has) never) previously) been)
achieved) using) TCRs) isolated) from) bona# fide) autoreactive) or) islet[specific)
human)T)cells.)
)
In)the)present)study)we)tested)the)ability)of)TCRs)isolated)from)two)islet[specific)
T)cell)clones[23])to)re[direct)the)antigen)specificity)of)polyclonal)human)Tregs)
and)compared)the)function)of)these)transgenic)Tregs)to)those)generated)using)
TCRs)directed)against)viral)antigens.)Following)lentiviral[mediated)transfer)of)
TCR)genes,)we)successfully)demonstrated)expression)of)islet[specific)TCRs,)
which) resulted) in) the) re[direction)of)antigen)specificity) towards)cognate) islet)
autoantigens.) Islet[specific) transgenic) Tregs) were) capable) of) suppressing)
CD4+)and)CD8+)effector)T)cell)proliferation)in)a)manner)that)was)potentiated)
by)exposure)to)the)appropriate)islet)autoantigen.)Notably,)the)ability)of)the)islet)
antigen[specific)TCRs)to)induce)Treg)activation)and)mediate)antigen[specific)
suppression)was)significantly) lower)when)compared)to) levels)of)activation)or)
suppression) achieved) using) TCRs) with) specificity) for) viral) antigens.) These)
findings) demonstrate) the) feasibility) of) this) approach) for) the) development) of)
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antigen[specific) Treg) therapies) for) the) treatment) of) T1D.) They) also) raise)
questions) regarding) the) optimal) T) cell) populations) to) use) as) sources) of)
autoreactive)TCRs.)) )
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2.)Materials,and,methods,
)
2.1.# Construction#of#TCR#lentiviral#plasmids.##
#
To)identify)the)nucleotide)sequences)of)each)TCR,)RNA)was)extracted)from)T)
cell) clones)using) the)RNeasy) total)RNA)extraction) kit) (Qiagen).) First) strand)
cDNA)was)produced)by)5′RACE)(SMARTer)5′RACE)kit,)Clontech))and)cDNA)
for) TCR) α) and) β) chains) were) amplified) in) separate) reactions) using) a)
TCR−chain) specific) and) 5′RACE) primers) (TRBC) primer:) 5′[
GCTGACCCCACTGTGCACCTCCTTCCC[3′) TRAC) primer:) 5′[
CCAGGCCACAGCACTGTTGCTCTTGAAGTCC[3′),) using) Phusion)
polymerase)(New)England)Biolabs).))
)
DNA)products)were)ligated)into)the)pGEM[T)easy)vector)(Promega))and)three)
independently) isolated) plasmids) were) sequenced) for) each) TCR) chain.)
Sequences)were)analyzed)using)the)International)Immunogenetics)information)
system)(IMGT)/V[QUEST[24,)25])to)identify)the)allele)usage)of)the)TCR)chain.)
Following)identification)of)TCR)gene)sequences,)a)porcine)teschovirus[1)(P2A))
ribosomal) skip) sequence) was) constructed) to) link) TCR) ") and) #) coding)
sequences)using)overlap)extension)PCR.)AvrII)and)SalI)restriction)sites)were)
introduced)to)the)5′)and)3′)of)the)insert)for)ligation)into)the)pELNSxm)lentiviral)
backbone,)which)also)encodes)for)mCherry)as)a)fluorescent)reporter.))
2.2# Production#of#lentivirus#and#transduction#of#Jurkat#cells.##
!
To)produce) lentivirus) (LV),)293T)cells)were)co[transfected)with) the) following)
plasmids:)TCR)expression)plasmid,)and)pCRV[1[26])encoding)viral)gag/pol#and)
vesicular) stomatitis) virus) G) (VSV[G)) viral) envelope) protein.) Vector) was)
collected) 72) hours) later,) titrated) and) stored) at) [80˚C.)Wild[type) Jurkat) cells)
(containing)endogenous)TCR))or)J76)Jurkat)cells)(lacking)an)endogenous)TCR))
were) transduced) with) LV) by) spin) inoculation) and) transgene) expression)
assessed)by)flow)cytometry)after)72)hours.))
)
)
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2.3# Production#and#expansion#of#transgenic#Treg#populations.#
))
Peripheral)blood)mononuclear)cells)(PBMCs))were)isolated)from)100)ml)fresh)
blood) from) HLA[compatible) donors.) PBMCs) were) stained) with) anti[human)
CD4[APC) (BioLegend),) anti[human) CD25[PE) (BD) Biosciences)) and) anti[
human) CD127[Brilliant) Violet) 421) (BioLegend).) Single) lymphocytes) were)
identified) based) on) forward) and) side) scatter) parameters) and)
CD4+CD25hiCD127lo) cells)were) isolated) as) the)Treg) population) using) a)BD)
FACS)Aria)III) flow)sorter)and)FACSDiva)software)(BD)Biosciences).) Isolated)
Tregs)were) activated)with) a) 1:1) ratio) of) anti[CD3/CD28) coated)microbeads)
(Dynal,)Thermo)Fisher))in)round[bottomed)96)well)plates)at)5x104)cells/well)in)
200)µl)Treg)media)(X[VIVO)15)media)(Lonza))supplemented)with)5%)human)
serum)(Sigma),)1)%)pen/strep/fungizone,)1,200)IU/ml)IL[2)(Proleukin)Novartis))
and)125)ng/ml)Rapamycin) (Rapamune,)Pfizer)).)Rapamycin)was) included) in)
cultures)to)promote)the)selective)expansion)of)FOXP3+)Tregs)[27,)28].)After)48)
hours,)Tregs)were)harvested)and)spin)inoculated)at)a)multiplicity)of)infection)of)
4)TU/cell,)washed)and)cultured)in)flat[bottomed)96)well)plates,)splitting)cells)as)
required.)After)8[12)days,) transduced)Tregs)were) identified)by)expression)of)
mCherry)red)fluorescent)protein)and)isolated)by)flow)sorting)before)being)re[
expanded) as) described) above) for) 1[2) cycles.) Following) the) final) expansion)
cycle,)Tregs)were)incubated)in)media)lacking)IL[2)and)Rapamycin)for)48)hours)
prior)to)phenotypic)and)functional)assessment.)The)purity)of)expanded)Tregs)
was)assessed)by)flow)cytometry)after)staining)with)anti[CD4[APC,)CD25[PE,)
and)FOXP3[V450)using)the)eBioscience)FOXP3)staining)kit.))
2.4# Assessment#of#antigen#specificity#of#transgenic#T#cell#populations.#
)
Initial) testing) of) TCR) function)measured) upregulation) of) the) early) activation)
marker)CD69)on)Jurkat) cells.)Briefly,) Jurkat) cells)were) incubated)with)HLA[
compatible)Epstein)Barr)virus)(EBV))transformed)B)cells)labelled)with)CellTrace)
violet)(Life)Technologies))at)a)ratio)of)1:2)in)round[bottomed)96)well)plates)at)
37˚C,) in) the) presence) or) absence) of) cognate) peptide) (listed) in) table) 1)) or)
CytoStim) (Miltenyi)) as) a) positive) control.) After) 16[18) hours,) cells) were)
harvested,) stained) with) anti[CD69[APC) (BioLegend)) and) analyzed) by) flow)
cytometry.)Assessment)of)TCR)function)in)Tregs)used)a)similar)protocol,)except)
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CellTrace)Violet)labeled)PBMCs)were)used)as)the)source)of)APC)at)a)ratio)of)
10:1)with)transgenic)Tregs.))
2.5# AntigenGspecific#suppression#assays.##
)
CellTrace)Violet)labeled)PBMCs)from)HLA[compatible#donors)were)stimulated)
with)recall)antigens)Pediacel)(pentameric)vaccine,)Sanofi)Pasteur))or)Agrippal)
(Influenza)vaccine,)Novartis))and)transgenic)(mCherry+))Tregs)were)added)at)
various)ratios.)After)7)days,)cells)were)harvested,)stained)with)anti[CD4[APC)
and) anti[CD3[PE[Cy7) antibodies) and) 7[AAD) and) were) analyzed) by) flow)
cytometry.)
2.6# Data#analysis.#
)
Flow)cytometry)data)was)collected)using)a)BD)FACS)Canto) II)and)analyzed)
using) FlowJo) v10) (Tree) Star) Inc.).) Graphs) were) constructed) and) statistical)
analysis)performed)using)GraphPad)Prism)(GraphPad)Software).)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
! 9!
3.)Results,
!
3.1)))))))Functional)analysis)of)transgenic)TCRs)in)Jurkat)cells.))
)
We) isolated) and) sequenced)TCR)genes) from) two) islet[specific)CD4+)T[cell)
clones,) namely) RAR5.3) (IA2[specific)) and) MHB10.3) (insulin[specific).) As) a)
control,)we)also)cloned)TCR)genes)from)an)influenza[specific)CD4+)T)cell)clone)
(HA307).) Single) functionally) rearranged) TCR) ") and) !) chain) nucleotide)
sequences)were)identified)for)each)T)cell)clone)which)are)summarised)in)table)
1)along)with)TCR)allele)usage,)peptide)specificity)and)HLA[)restriction.)
)
Equimolar)expression)of)both)TCR)genes)was)obtained)using)a)multicistronic)
lentiviral)expression)vector)in)which)mCherry)red)fluorescent)protein)provided)
a)convenient)marker)of) transduction)efficiency) (Figure)1A).)Recombinant)LV)
was) used) to) infect) J76) TCR) negative) Jurkat) cells,) resulting) in) >90%)
transduction)and)expression)of) transgenic)TCR)by)>90%)of)transduced)cells)
(Figure) 1B).) Notably,) although) we) observed) similar) levels) of) transduction)
efficiency) and) level) of)mCherry) expression) for) all) 3) constructs,) Jurkat) cells)
transduced)with)MHB10.3)LV)expressed)significantly)lower)levels)of)TCR)at)the)
cell)surface)when)compared)to)cells)transduced)with)either)RAR5.3)or)HA307)
TCRs)(Figure)1B[C).)These)data)demonstrate)that)each)LV)is)able)to)transfer)
TCR)expression)and)that)expression)of)the)MHB10.3)TCR)is)more)variable)than)
that)of)the)RAR5.3)and)HA307)TCRs.)Transduction)efficiency)of)all)3)lentiviral)
constructs)was)also)similar)in)wild[type)Jurkat)cells)containing)an)endogenous)
TCR)(Figure)1D))allowing)us)to)test)the)function)of)our)TCRs)in)T)cells)with)and)
without)an)endogenous)TCR.)However,)we)were)unable)to)specifically)detect)
transgenic)TCRs)due)to)the)unavailability)of)TCR)allele[specific)antibodies)or)
pMHC[multimers.)
)
To)test)function)of)transgenic)TCRs,)lentivirus[transduced)Jurkat)or)J76)cells)
were)co[cultivated)with)peptide[pulsed)EBV)transformed)B[cells.)Expression)of)
CD69)was)measured)in)order)to)quantify)TCR)functionality,)gating)on)mCherry+)
events) (Figure) 2A).) Stimulation) of) HA307) and) RAR5.3) TCRs) with) cognate)
peptide)induced)significant)CD69)upregulation)in)both)Jurkat)and)J76)cell)lines.)
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These)data)confirm)functional)signaling)by)the)introduced)TCRs,)irrespective)of)
the)presence)or)absence)of)an)endogenous)TCR)(Figure)2B[)C).)In)contrast,)
neither)J76)nor)wild[type)Jurkat)cells)transduced)with)MHB10.3)responded)to)
their) wild[type) cognate) peptide,) despite) responding) to) the) positive) control)
stimulus)(Figure)2D).)Previous)studies)with)the)original)MHB10.3)T)cell)clone)
had) identified) an) altered) peptide) ligand) (APL),) ΔC19,) with) superagonist)
properties)(Tree,)unpublished)data).)When)this)APL)was)added,)we)observed)
a)small) but)nonetheless)significant)upregulation)of)CD69) in)both)MHB10.3+)
Jurkat)and)J76)cell)lines)(Figure)2D).)Peptide)dose[response)curves)generated)
for)each)TCR+)Jurkat)cell) line)revealed)a)clear)hierarchy)of)responsiveness,)
with)HA307) Jurkat) cells) responding) to) lower) concentrations) of) peptide) than)
RAR5.3)Jurkat)cells)(Figure)2E).)Once)again,)the)MHB10.3)Jurkat)cells)did)not)
respond)to)cognate)wild[type)peptide)at)any)concentration)tested,)whereas)they)
did)respond)in)a)weak)but)dose[dependent)manner)to)the)ΔC19)APL.)
)
3.2######Generation#of#antigenGspecific#human#Treg#using#lentiviral#
transduction.##
)
To) test) the) function) of) our) transgenic) TCRs) in) human) Tregs,)
CD4+CD25hiCD127lo) T) cells) were) isolated) from) PBMCs) by) flow) sorting)
(Supplementary)figure)1A).)Isolation)of)cells)with)this)phenotype)has)previously)
been) demonstrated) to) yield) a) population) of) Tregs) enriched) for) FOXP3)
expression) and) with) potent) regulatory) function[29].) Following) transduction,)
mCherry+) Tregs) were) isolated) by) flow) sorting) (Figure) 3A)) and) expanded,)
through)two)or)three)rounds,)producing)between)50)and)100)million)transgenic)
Tregs)from)an)initial)population)of)0.5[1x106)Tregs)(example)expansion)profiles)
for)each)TCR)are)shown)in)Supplementary)figure)3).)We)observed)no)significant)
difference) in) the) transduction) efficiency) of) Tregs) or) the) level) of) mCherry)
expression)in)transduced)cells)between)TCR)LVs.)The)purity)of)the)expanded)
transgenic)Treg)populations)were)similar) to) those)observed) in)untransduced)
expanded) Treg) populations) (data) not) shown)) and) were) consistently) >90%)
FOXP3+)(Supplementary)figure)1).)
)
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In) order) to) test) the) function) of) transgenic) TCRs,) transduced) Tregs) were)
incubated)with)HLA[compatible)PBMCs)and)cognate)peptide.)After)16)hours,)
CD69) expression) was) quantified) within) the) mCherry+) gate) (Figure) 3B).) In)
agreement)with)data)generated)using)Jurkat)cell) lines,)stimulation)of)HA307)
and) RAR5.3[engineered) Tregs) in) this) manner) induced) significant) CD69)
upregulation)ion)response)to)cognate)but)not)irrelevant)peptide)(Figure)3C[D,)
Supplementary) figure) 4),) confirming) the) ability) of) these) TCRs) to) deliver) an)
activating)signal)in)human)Tregs.)However,)we)observed)no)response)to)wild[
type) B13) peptide) in) MHB10.3) Tregs.) Furthermore,) in) contrast) to) results)
produced)with)Jurkat)cells,)MHB10.3)Tregs)did)not)respond)to)the)APL)ΔC19.)
This)did)not)reflect)an)intrinsic)defect)in)these)cells)since)they)upregulated)CD69)
as) expected) upon) treatment) with) CytoStim,) a) positive) control) reagent) that)
crosslinks)the)TCR)with)MHC)molecules)found)on)APC)(Figure)3E).)As)CD69)
may)not)represent)the)best)marker)of)activation)for)Tregs,)we)also)assessed)
expression) of) other) molecules) associated) with) Treg) activation) (CD137) and)
GARP).)Expression)of) these)additional)markers)showed)the)same)pattern)of)
responses) observed) with) CD69) with) no) evidence) of) activation) of) MHB10.3)
Tregs)by)cognate)peptide.)
)
Since)APC)present) in)a)mixed)population)of)PBMC)may)not)provide)optimal)
stimulation) of) Tregs,) we) next) tested) the) ability) of) HLA[matched) EBV)
transformed)B)cells) to)present)wild[type)B13)or)ΔC19)peptides)and) thereby)
stimulate)MHB10.3[engineered)Tregs.)Using)this)approach,)a)sub[population)
of)the)engineered)cells)upregulated)CD69)expression)in)response)to)the)ΔC19)
peptide.)This)allowed)for)the)isolation)of)peptide)responsive)(mCherry+)CD69+))
and) unresponsive) (mCherry+) CD69[)) MHB10.3[transduced) Tregs) by) flow)
sorting)(Figure)4A).)These)Treg)populations)were)re[stimulated,)expanded)and)
re[tested)for)responsiveness)using)peptides)presented)by)PBMCs.)While)the)
CD69[) MHB10.3) Tregs) remained) unresponsive) to) both) B13) and) ΔC19)
peptides,) the)CD69+)population) retained) the) ability) to) respond) to) the)ΔC19)
peptide)(Figure)4B),)demonstrating)that)this)approach)could)be)used)to)enrich)
antigen[responsive)transgenic)Tregs.)
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3.3######AntigenGspecific#suppression#by#TCR#transgenic#Treg.##
#
To)examine)the)ability)of)each)transgenic)Treg)population)to)suppress)T)cells)
in)an)antigen[specific)manner,)we)designed)a)suppression)assay)that)examined)
both) polyclonal) and) antigen[specific) suppression.) CellTrace) Violet) labeled)
PBMCs)were)stimulated)with)recall)antigens)leading)to)T)cell)proliferation)and)
dye)dilution) (example)gating)strategy)shown) in)Figure)5A).)This)proliferative)
CD4)and)CD8)T) cell) response)was)measured) in) the) presence) of) diluent) or)
peptide) to) control) for) any) effect) the) peptide) had) on) T) cell) proliferation.)
Suppression) was) then) measured) at) various) ratios) of) transgenic) Tregs) to)
PBMCs)(Figure)5B)and)6).))
)
Each)transgenic)Treg)cell)line)suppressed)both)CD4)and)CD8)proliferation)in)
the) absence) of) cognate) peptide,) indicating) the) presence) of) non[specific)
suppression) (Figure) 6A[C).) This) suppression) was) dependent) upon) dose) of)
Tregs)and,)for)CD4)responses,)was)negligible)at)PBMCs:Tregs)ratios)of)50:1)
or) lower.) Stimulation) of) HA307) Tregs) with) cognate) peptide) resulted) in) a)
substantial)enhancement)of)their)suppressive)activity)that)was)evident)even)at)
very)low)ratios)of)PBMCs:Tregs)(such)as)1000:1),)demonstrating)the)presence)
of) potent) antigen[specific) suppression) (Figure) 6A).) Similarly,) we) observed)
increased) suppression) when) RAR5.3) Tregs) were) stimulated) with) cognate)
peptide.)For)example,)at)a)ratio)of)50:1,)1%)of)CD4+)T)cells)were)suppressed)
in)the)absence)of)peptide)while)25%)of)CD4+)T)cells)were)suppressed)in)the)
presence)of)RAR5)peptide)(Figure)6B).)Since)initial)experiments)with)MHB10.3)
Tregs) showed) no) additional) suppression) when) Tregs) were) stimulated) with)
either)wild[type)B13)peptide)or)the)APL)ΔC19)(data)not)shown),)we)isolated)a)
sub[population)of)MHB10.3)Treg)based)on)the)responsiveness)to)ΔC19)peptide)
presented)by)EBV) transformed)B)cells)as)described)above.)Using) this)Treg)
population,)we)observed)increased)suppression)in)response)to)both)ΔC19)APL)
and)wild[type)B13)peptide,)although)suppression)was)more)potent)when)using)
the)APL)(Figure)6C).)For)example,)at)a)ratio)of)50:1,)12%)suppression)of)CD4+)
T)cell)proliferation)was)observed)in)the)absence)of)peptide.)This)suppression)
increased)to)30%)upon)addition)of)the)wild[type)B13)peptide,)while)addition)of)
the) APL) ΔC19) increased) suppression) further) to) 54%.) We) quantified) the)
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contribution) of) true) antigen[specific) suppression) for) each) Treg) cell) line) by)
subtracting)the)percentage)suppression)seen)in)the)absence)of)stimulation)from)
that) seen) in) transgenic) Treg[stimulated) cultures) (Figure) 6D).) This) analysis)
confirmed)that)activation)of)each)Treg)cell)line)upon)peptide)recognition)by)their)
transgenic)TCR)induced)antigen[specific)suppression.))
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
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4.)Discussion,
!
Numerous)studies)in)recent)years)have)demonstrated)that)the)ability)of)Tregs)
from)individuals)with)T1D)to)suppress)autologous)effector)T)cell)responses)is)
reduced) compared) to) non[diabetic) individuals[3,) 4,) 30,) 31].) Research)
addressing) the) cellular) basis) of) this) defective) regulation) has) yielded) two)
important) insights.)Firstly,)although)effector)T)cells)from)individuals)with)T1D)
are)more)resistant)to)regulation)than)those)from)non[diabetic)individuals,)this)
resistance)is)not)absolute,)and)increasing)the)ratio)of)Tregs)to)effector)T)cells)
results) in) more) effective) suppression[7,) 31].) Secondly,) although) Tregs) do)
appear)to)be)less)potent)in)at)least)some)individuals)with)T1D)when)analyzed)
directly)ex#vivo,)expansion)of)these)cells)in#vitro)under)optimal)conditions)results)
in)Tregs)with)similar)potency)to)those)derived)from)non[diabetic)individuals[29].)
These)findings)highlight)the)potential)for)augmenting)Treg)function)to)treat)T1D,)
a)view)supported)by)data)from)a)number)of)clinical)interventions)that)slowed)![
cell) destruction)such)as)Teplizumab) (anti[CD3)[32],)Alefacept) (LFA[3) Ig)[33])
and)anti[thymocyte)globulin/G[CSF[34],)which,)although)not)originally)designed)
to) specifically) target) Tregs,) were) associated) with) a) relative) increase) in) the)
frequency)of)Tregs.))
)
Based)on)these)findings)and)promising)results)using)polyclonal)Treg)therapy)in)
the)NOD)mice[35],)clinical)trials)have)been)initiated)using)Treg)infusion)to)boost)
Treg) numbers) in) individuals) with) T1D[12[14].) Large[scale) expansion) and)
infusion)of)autologous)Tregs)has)been)shown)to)be)safe,)with)some)efficacy)
reported)in)newly)diagnosed)children.)While)polyclonal)Treg)therapy)is)still)in)
the) early) stages) of) clinical) testing,) data) from) animal) models) of) transplant)
tolerance)and)T1D)suggests) that) islet[antigen)specific)Tregs)may)be)a)more)
efficacious) therapy,)with)10[100) fold) fewer)cells) required) to)prevent)disease)
and)a)unique)ability)to)reverse)established)hyperglycemia[15,)16,)18,)36].))
As)adoptive)transfer)of) islet[antigen)specific)Tregs) is)predicted)to)be)a)more)
efficacious)treatment)for)T1D,)we)sought)to)test)whether)LV)TCR)gene)transfer)
into)polyclonal)Treg)could)produce)populations)of)islet)antigen[specific)Tregs)
large)enough)to)be)used)as)a)therapy.)Current)clinical)protocols)suggest)that)
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infusion)of)1x109)polyclonal)Tregs)is)required)to)produce)a)therapeutic)effect)in)
children)newly)diagnosed)with)T1D[37].)Based)on)data)from)the)NOD)mice,)we)
predict) infusion) of) 10[100) fold) fewer) islet) antigen[specific) Tregs) would) be)
capable) of) producing) at) least) an) equivalent,) potentially) greatly) enhanced,)
therapeutic)benefit.)Our)data) indicates) that)we)are)able) to) routinely)produce)
>100) million) transgenic) Tregs) from) a) single) blood) draw) of) 100) ml,)
demonstrating) the) feasibility) of) our) protocols) for) the) production) of) clinically)
relevant) numbers) of) islet) antigen[specific) Tregs.) Given) the) known) ability) of)
FOXP3)Tregs)to)mediate)linked)suppression)following)activation)via)their)TCR,)
we)would)suggest)that)a)transgenic)Treg)specific)for)a)single)islet)antigen)would)
be) able) to) mediate) suppression) of) a) wide) range) of) effector) T) cells) with)
specificity)for)a)range)of)islet)specific)antigens)present)in)the)same)anatomical)
location.)))
)
While)our)study)demonstrates)that)TCR)gene)transfer)can)be)used)to)produce)
islet)antigen[specific)Tregs,)our) results)obtained)using)both)Jurkat) cells)and)
primary)human)Tregs)illustrate)a)hierarchy)of)TCR)signaling)capabilities,)both)
in) terms)of)markers)of) activation) (CD69))and) the)ability) to)mediate)antigen[
specific) suppression.) The) viral[specific) HA307) TCR) proved) to) be) the) most)
effective,)followed)by)the)islet[specific)RAR5.3)TCR)and)finally)the)islet[specific)
MHB10.3) TCR.) The) latter) required) the) use) of) an) APL,) a)more) potent) APC)
population)and)further)enrichment)of)responsive)cells)in)order)to)produce)Tregs)
capable)of)mediating)antigen[specific)suppression.)In)part,)poor)performance)
of) the) islet[specific) TCRs) could) have) resulted) from) variable) levels) of) TCR)
expression) as) was) observed) for) the) MHB10.3) TCR.) This) issue) could) be)
overcome) by) the) addition) of) a) second) disulphide) bond) between) the) TCR)
constant)regions[38[40],)or)codon)optimisation)of)the)TCR)genes[41,)42].)
)
In)addition) to)TCR)expression,)TCR)affinity) is)also) likely) to)be)an) important)
contributing)factor)to)the)suppressive)potency)of)a)transgenic)Treg)population.)
Investigation)into)how)efficiently)different)TCRs)activate)Tregs)has)previously)
been) performed) using) alloantigen[specific) TCRs[43].) Comparison) of) two)
different)TCRs)with)differing)affinities)but)the)same)peptide)specificity)showed)
that)Tregs)transgenically)expressing)the)higher)affinity)TCR)were)more)effective)
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at)promoting)graft)survival) in)a)mouse)model)of) transplantation)compared)to)
Tregs) expressing) the) lower) affinity) TCR,) suggesting) that) TCR) affinity)
contributes)to)Treg)function.)In)contrast,)Plesa)et#al.)observed)a)similar)level)of)
antigen[specific) suppression) in) Tregs) transfected) with) a) high) affinity) HIV[
specific)TCR)and)a)lower)affinity)tumor)antigen[specific)TCR[22].)However,)it)
should)be)noted) that) the) study)was)performed)using)MHC)class) I[restricted)
TCRs,) which) may) have) different) signaling) requirements) and,) as) discussed)
below,)both)of)these)TCRs)might)be)expected)to)have)higher)affinity)than)the)
autoreactive)TCRs)used)in)the)present)study.)Recent)data)also)suggests)that)
signaling)down[stream)of)TCR)activation)is)diminished)in)Tregs)in)comparison)
to)effector)T)cells[44],)suggesting)that)Tregs)may)need)TCRs)with)higher)affinity)
in)order)to)respond)to)a)given)peptide)specificity)when)compared)to)effector)T)
cells.)Although)we)have)not)measured)the)affinities)of)the)TCRs)characterised)
in)this)study)we)can)make)predictions)about) their)affinities)based)on)the)cell)
type)from)which)they)were)derived.)The)autoreactive)TCRs)are)derived)from)
cells)similar)to)Tr1)type)regulatory)T)cells,)which)are)likely)to)develop)from)the)
naïve)T)cell)pool,)the)same)pool)from)which)autoreactive)effector)T)cells)are)
derived.)Therefore,)each)TCR)has)survived)negative)selection)in)the)thymus,)
suggesting)that)their)affinities)for)autoantigen)are)low.)In)contrast,)the)HA307)
TCR)was)derived)from)a)Th1)clone)and)would)likely)have)been)selected)on)the)
basis) of) a) high) affinity) for) pathogen[derived) peptides.) The) lower) affinity) of)
autoreactive) TCRs) could) also) be) affected) by) differences) in) their) docking)
topology)with)the)MHC)peptide)complex.)A)recent)study)characterising)the)TCR)
crystal) structures) of) two) low) affinity) insulin[specific) induced) Treg) clones)
discovered)that)both)TCRs)adopted)a)reversed)docking)topology)atop)the)MHC)
complex)when)compared)to)a)higher)affinity)pathogen[specific)clone[45].))
)
Overall,)our)data)highlights) that)a)more)appropriate)source)of)TCRs)may)be)
required) when) developing) autoantigen[specific) Treg) therapies.) TCR)
engineering)could)be)employed)to)affinity)mature)the)autoreactive)TCRs)used)
in) this) study) into) higher) affinity) variantsw) however,) safety) concerns) due) to)
potential) off[target) specificities) make) this) option) unattractive.) Alternatively,)
naturally)occurring)islet[specific)Tregs)could)be)tested)as)a)source)of)potentially)
higher)affinity)TCRs.)Whether) the)TCRs) from) the)CD4+CD25hiCD127lo)Treg)
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population)have)similar)characteristics)to)the)autoreactive)TCRs)described)here)
or) are) more) comparable) pathogen[specific) TCRs) would) be) an) important)
question)to)answer)for)the)development)of)TCR)gene)therapy)for)T1D.))
)
)
5.)Conclusions,
)
This) study) demonstrates) that) human) islet[antigen) specific) Tregs) can) be)
generated)by) lentiviral)TCR)gene) transfer.)TCR[transgenic)Treg)populations)
can)be)expanded)to)numbers)compatible)with)testing)in)the)clinical)setting)and)
retain) their)FOXP3)expression)and)suppressor) function.)This)study)provides)
proof[of[principle)data)for)the)use)of)islet)antigen[specific)TCRs)in)developing)
adoptive)cell)therapies)for)T1D,)whilst)highlighting)that)further)optimisation)of)
TCRs)for)use)in)such)therapies)may)be)required.)
)
)
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Table)1.)Allele)usage)of)CD4+)T0cell)clone)derived)TCR)chains,)identified)
by)analysis)of)sequencing)results)using)the)IMGT)database.)For)each)TCR)
chain)three)pGEM[T)plasmids)were)sequenced.)Sequences)were)aligned)and)
entered) into) the) IMGT)database)to)confirm)that) the)sequence)represented)a)
successfully)rearranged)TCR)chain)(e.g.)did)not)have)any)truncations)and)could)
produce)a)functional)protein))and)to)identify)which)TCR)")or)!)chain)allele)was)
present.)IA[2)–)islet)antigen)2w)Ins)–)insulinw)HA)–)influenza)virus)hemagglutinin.)
)
Figure) 1.) Expression) of) transgenic) TCRs) in) model) T) cell) lines) using)
lentiviral)expression)constructs.)Each)TCR)was)expressed)using)a)lentiviral)
vector.)LTR)–)long)terminal)repeat)(A).)Stoichiometric)expression)of)the)TCR)")
and)!)chains)along)with)the)fluorescent)marker)mCherry)red)fluorescent)protein)
was)achieved)using)two)intervening)P2A)peptides,)each)placed)downstream)of)
a)furin)cleavage)site.)Upon)lentiviral)infection)of)TCR)"!–ve)J76)Jurkat)cells,)
expression) of) the) transgenic) TCR) and) mCherry) was) assessed) by) flow)
cytometry) (B).)Mean) fluorescence) intensity) (MFI)) for) both)TCR)staining)and)
mCherry)expression)was)compared)for)each)cell)line.)Data)shown)is)from)three)
independent)transductions)(mean)±SEM))(C).)TCR+ve)Jurkat)cells)were)also)
infected) with) the) indicated) lentiviral) constructs) and) expression) of) the) TCR)
inferred)using)mCherry)expression)(D).))
)
Figure) 2.) Validation) of) transgenic) TCRs) in)model) T) cell) lines.) Islet[) or)
influenza[specific)TCRs)were)expressed)with)Jurkat)or)TCR[deficient)J76)cells)
by)lentiviral)transduction.)Transduced)cells)were)cultured)with)EBV)transformed)
B) cells) derived) from)donors)with) compatible)MHC)class) II) genotypes) in) the)
presence)of)peptide)diluent)(negative)control),)cognate)or)super[agonist)peptide)
(at)10)µM),)or)CytoStim)(positive)control).)Following) incubation) for)16)hours,)
cells)were)harvested)and)surface)expression)of)CD69)was)determined)by)flow)
cytometry,)gating)within)the)mCherry+)cell)population.)An)illustrative)example)
of)this)approach)is)shown)(A).)Co[cultures)of)EBV)transformed)B)cells)and)TCR)
transgenic)Jurkat)cell)lines)either)with)(closed)bars))or)without)an)endogenous)
TCR)(J76)cellsw)open)bars))were)established)as)described)above.)Percentage)
expression)of)CD69)was)then)calculated)under)each)stimulation)condition)for)
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the) HA307) (B),) RAR5.3) (C)) and) MHB10.3) (D)) cell) lines) (mean%±SEM).)
Statistical)significance)was)determined)using)a)two[tailed)Student’s)t)test)and)
at) least) triplicate) independent)measurements.)Each)TCR+ve) Jurkat) cell) line)
was)then)stimulated)with) titrated)concentrations)of) the) indicated)peptide)and)
expression)of)CD69)analyzed)as)described)above)(graph)shows)data)from)at)
least) duplicate) measurements) and) is) representative) of) two) independent)
experiments) (mean%±SEM))) (E).) Note) that) for) the) MHB10.3) TCR,) B13[30)
represents)cognate)wild[type)peptide)while)"C19)is)a)super[agonistic)peptide)
for)this)TCR.))
)
Figure) 3.) Production) and) characterisation) of) transgenic) human) Treg.)
FACS)purified)human)Treg)were)transduced)with)each)TCR)LV)and)isolated)by)
flow)sorting)on)the)basis)of)mCherry)expression.)The)percentage)of)transduced)
Tregs) in) each) population) is) indicated) (A).) Following) expansion,) each) Treg)
population)was)incubated)with)PBMC)from)donors)with)compatible)MHC)class)
II)genotypes)and)peptide)diluent)(negative)control),)cognate)or)super[agonist)
peptide)(at)10)µM),)or)CytoStim)(positive)control).)Following)incubation)for)16)
hours,) cells)were) harvested) and) surface) expression) of)CD69) by)Tregs)was)
determined) by) flow) cytometry.) An) illustrative) example) is) shown) (B).) Each)
stimulation)condition)was)established)in)triplicate,)analyzed)independently)and)
used)to)calculate)mean)percentage)expression)of)CD69)for)HA307)(C),)RAR5.3)
(D)) and) MHB10.3) (E)) cell) lines.) Data) shown) is) from) triplicate) independent)
measurements)(mean%±SEM))and)statistical)significance)was)determined)using)
a) two[tailed) Student’s) t) test.) Data) are) representative) of) two) independent)
experiments.))
)
Figure)4.)Isolation)of)a)functional)MHB10.3)Treg)population.)MHB10.3)Treg)
were) stimulated) with) the) super[agonist) ΔC19) peptide) presented) by) EBV)
transformed)B)cells.)Following)a)16[hour)incubation,)cultures)were)stained)for)
CD69)expression)and)CD69+)and)CD69[,)Cherry+)Tregs)were)isolated)by)flow)
sorting)using)the)indicated)gates)(A).)CD69+)and)CD69[)Tregs)were)expanded)
and) the)responses)of)each)population) to)cognate)and)super)agonist)peptide)
was)determined) in) independent) triplicate)cultures) (B).)Statistical)significance)
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was)determined)using)a)two[tailed)Student’s)t)test.)Data)are)representative)of)
two)independent)experiments.))
)
Figure)5.)Example)of)antigen0specific)suppression)assay.)CellTrace)Violet)
labeled)PBMCs) from)an)HLA)compatible) individual)were)stimulated)with) the)
pentameric)vaccine)Pediacel)at)a)final)dilution)of)1)in)1000)to)induce)a)recall)
response)in)the)presence)or)absence)of)1)transduced)Treg)per)50)PBMCs)alone)
or) together) with) 10) µM) peptide.) This) recall) response) was) measured) by)
CellTrace) violet) dye) dilution) within) the) CD4+) and) CD4[) T) cell) populations.)
Following)a)7[day)incubation)period,)triplicate)wells)were)pooled)and)stained)
for)CD3,)CD4)and)7[AAD)(to)exclude)dead)cells).)Lymphocytes)were)gated)on)
the)basis)of)FSC[A)and)SSC[A,)doublets)removed)and)live)T)cells)gated)on)the)
basis)of)CD3)and)7[AAD)staining.)Within)the)live)T)cell)gate,)transgenic)Tregs)
were) excluded) on) the) basis) of) high) CD4) and) mCherry) expression) (A).)
Percentage)CellTrace)Violet)dye)dilution)was)then)assessed)within)the)CD4+))
(CD4+)T)cells))and)CD4[)gates)(CD8+)T)cells))(B).))
)
Figure)6.)Antigen0specific)suppression)by)TCR)transgenic)Tregs.)PBMCs)
were) stimulated) with) recall) antigens) Pediacel) or) Aggripal.) Transgenic)
Tregs) were) then) added) to) PBMC) at) the) indicated) ratios.) Two) different) co[
cultures)were)set)up)for)each)ratio,)one)stimulated)further)with)the)peptide)to)
which) the) transgenic) TCR) is) specific) and) one) stimulated)with) the) peptide’s)
diluent) control.) At) day) 6,) cultures) were) harvested) and) analyzed) with) %)
suppression)calculated)as) follows:)100)–)((%)proliferation) in) the)presence)of)
transgenic)Tregs)/)%)proliferation)in)the)absence)of)transgenic)Tregs)*100))
Suppression)by)HA307)Tregs) (A),)RAR5.3)Tregs) (B),) and)CD69+)MHB10.3)
Tregs)(C)) is)shown).)The)change) in)suppression)of)CD4+)T)cell)proliferation)
upon)peptide)stimulation)compared)to)diluent)alone)(Δ)%)suppression))is)shown)
in) (D).)Statistical) significance)was)determined)using)a) two[tailed)Student’s) t)
test.)Graphs)show)triplicate)independent)measurements)(mean%±SEM))and)are)
representative)of)two)independent)experiments.))
)
)
)
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Supplementary)figure)1.)TCR)nucleotide)sequences.)HA307)(A),)RAR5.3)
(B),)MHB10.3)(C).)
)
Supplementary) figure) 2.) Isolation) and) phenotyping) of) human) Tregs.)
Freshly) isolated) human) PBMCs) were) stained) with) fluorescently) labeled)
antibodies)specific)for)CD4,)CD127)and)CD25.)Lymphocytes)were)identified)on)
the)basis)of)forward)and)side)scatter)and)doublets)excluded.)CD4+)T)cells)were)
then) gated) and) within) this) population) the) CD127) low/negative) CD25) high)
population)was) isolated)as)Treg)(A).)Following) in#vitro#expansion,)cells)were)
rested)for)48)hours)in)the)absence)of)TCR)stimulation)or)exogenous)IL[2)before)
being)characterised)for)expression)of)CD3,)CD4,)CD25)and)FOXP3)compared)
to)a)population)of)expanded)effector)T)cells)(CD4+)CD25lo)CD127hi)T)cells))(B)
and)C).))
)
Supplementary) figure) 3.) Expansion) profiles) of) transgenic) Tregs.) Cell)
number)was)monitored)to)test)whether)transduced)Tregs)could)be)expanded.)
Expansion)of)HA307)Tregs,)is)shown)in)(A),)RAR5.3)Tregs)in)(B))and)MHB10.3)
Tregs) in) (C).)Dotted) lines) indicate) the) day) on)which) transgenic) Tregs)were)
isolated)using)mCherry)expression)and)re[activated)or)cryopreserved.))
)
Supplementary) figure) 4.) Peptide) responses) of) TCR) transgenic) Tregs.)
Upregulation) of) alternative) Treg) activation) markers) CD137) and) GARP) by)
transgenic)Tregs)in)response)to)peptide)was)measured.)Each)Treg)population)
was)incubated)with)PBMC)from)donors)with)compatible)MHC)class)II)genotypes)
and)peptide)diluent)(negative)control),)cognate)or)super[agonist)peptide)(at)10)
µM),) or) CytoStim) (positive) control).) Following) incubation) for) 16) hours,) cells)
were)harvested)and)surface)expression)of)CD69)by)Tregs)was)determined)by)
flow)cytometry.)An)illustrative)example)is)shown)(B).)Each)stimulation)condition)
was) established) in) triplicate,) analyzed) independently) and) used) to) calculate)
mean) percentage) expression) of) CD69) for) HA307) (C),) RAR5.3) (D)) and)
MHB10.3) (E)) cell) lines.) Data) shown) is) from) triplicate) independent)
measurements)(mean%±SEM))and)statistical)significance)was)determined)using)
a)two[tailed)Student’s)t)test.)
)
! 22!
References)
)
[1]! M.!A.!Atkinson,!G.!S.!Eisenbarth.!Type!1!diabetes:!new!perspectives!on!
disease!pathogenesis!and!treatment.!Lancet,!2001;358:221L9.!
[2]! Y.!Zheng,!A.!Y.!Rudensky.!Foxp3!in!control!of!the!regulatory!T!cell!lineage.!
Nature!immunology,!2007;8:457L62.!
[3]! T.!M.!Brusko,!C.!H.!Wasserfall,!M.!J.!ClareLSalzler,!D.!A.!Schatz,!M.!A.!Atkinson.!
Functional!defects!and!the!influence!of!age!on!the!frequency!of!CD4+!CD25+!
TLcells!in!type!1!diabetes.!Diabetes,!2005;54:1407L14.!
[4]! S.!Lindley,!C.!M.!Dayan,!A.!Bishop,!B.!O.!Roep,!M.!Peakman,!T.!I.!Tree.!
Defective!suppressor!function!in!CD4(+)CD25(+)!TLcells!from!patients!with!
type!1!diabetes.!Diabetes,!2005;54:92L9.!
[5]! S.!GlisicLMilosavljevic,!T.!Wang,!M.!Koppen,!J.!Kramer,!S.!Ehlenbach,!J.!
Waukau!et!al.!Dynamic!changes!in!CD4+!CD25+(high)!T!cell!apoptosis!after!
the!diagnosis!of!type!1!diabetes.!Clinical!and!experimental!immunology,!
2007;150:75L82.!
[6]! S.!GlisicLMilosavljevic,!J.!Waukau,!P.!Jailwala,!S.!Jana,!H.!J.!Khoo,!H.!Albertz!et!
al.!AtLrisk!and!recentLonset!type!1!diabetic!subjects!have!increased!apoptosis!
in!the!CD4+CD25+!TLcell!fraction.!PloS!one,!2007;2:e146.!
[7]! Y.!Fang,!J.!ChristopherLHennings,!E.!Brown,!H.!Liu,!Z.!Chen,!S.!R.!Lawson!et!al.!
Development!of!genetic!markers!in!the!nonLstructural!protein!2!region!of!a!
US!type!1!porcine!reproductive!and!respiratory!syndrome!virus:!implications!
for!future!recombinant!marker!vaccine!development.!The!Journal!of!general!
virology,!2008;89:3086L96.!
[8]! J.!L.!Riley,!C.!H.!June,!B.!R.!Blazar.!Human!T!regulatory!cell!therapy:!take!a!
billion!or!so!and!call!me!in!the!morning.!Immunity,!2009;30:656L65.!
[9]! P.!Trzonkowski,!M.!Szarynska,!J.!Mysliwska,!A.!Mysliwski.!Ex!vivo!expansion!of!
CD4(+)CD25(+)!T!regulatory!cells!for!immunosuppressive!therapy.!Cytometry!
Part!A!:!the!journal!of!the!International!Society!for!Analytical!Cytology,!
2009;75:175L88.!
[10]! M.!Solh,!C.!Brunstein,!S.!Morgan,!D.!Weisdorf.!Platelet!and!red!blood!cell!
utilization!and!transfusion!independence!in!umbilical!cord!blood!and!
allogeneic!peripheral!blood!hematopoietic!cell!transplants.!Biology!of!blood!
and!marrow!transplantation!:!journal!of!the!American!Society!for!Blood!and!
Marrow!Transplantation,!2011;17:710L6.!
[11]! M.!Di!Ianni,!F.!Falzetti,!A.!Carotti,!A.!Terenzi,!F.!Castellino,!E.!Bonifacio!et!al.!
Tregs!prevent!GVHD!and!promote!immune!reconstitution!in!HLAL
haploidentical!transplantation.!Blood,!2011;117:3921L8.!
[12]! N.!MarekLTrzonkowska,!M.!Mysliwiec,!A.!Dobyszuk,!M.!Grabowska,!I.!
Derkowska,!J.!Juscinska!et!al.!Therapy!of!type!1!diabetes!with!
CD4(+)CD25(high)CD127Lregulatory!T!cells!prolongs!survival!of!pancreatic!
islets!L!results!of!one!year!followLup.!Clinical!immunology,!2014;153:23L30.!
[13]! N.!MarekLTrzonkowska,!M.!Mysliwiec,!A.!Dobyszuk,!M.!Grabowska,!I.!
Techmanska,!J.!Juscinska!et!al.!Administration!of!CD4+CD25highCD127L!
regulatory!T!cells!preserves!betaLcell!function!in!type!1!diabetes!in!children.!
Diabetes!care,!2012;35:1817L20.!
! 23!
[14]! J.!A.!Bluestone,!J.!H.!Buckner,!M.!Fitch,!S.!E.!Gitelman,!S.!Gupta,!M.!K.!
Hellerstein!et!al.!Type!1!diabetes!immunotherapy!using!polyclonal!regulatory!
T!cells.!Science!translational!medicine,!2015;7:315ra189.!
[15]! O.!L.!Ozdal,!A.!G.!Aprikian,!L.!R.!Begin,!H.!Behlouli,!S.!Tanguay.!Comparative!
evaluation!of!various!prostate!specific!antigen!ratios!for!the!early!detection!
of!prostate!cancer.!BJU!international,!2004;93:970L4;!discussion!4.!
[16]! E.!L.!Masteller,!M.!R.!Warner,!Q.!Tang,!K.!V.!Tarbell,!H.!McDevitt,!J.!A.!
Bluestone.!Expansion!of!functional!endogenous!antigenLspecific!CD4+CD25+!
regulatory!T!cells!from!nonobese!diabetic!mice.!Journal!of!immunology,!
2005;175:3053L9.!
[17]! D.!G.!Kirsch,!N.!J.!Tarbell.!New!technologies!in!radiation!therapy!for!pediatric!
brain!tumors:!the!rationale!for!proton!radiation!therapy.!Pediatric!blood!&!
cancer,!2004;42:461L4.!
[18]! K.!V.!Tarbell,!L.!Petit,!X.!Zuo,!P.!Toy,!X.!Luo,!A.!Mqadmi!et!al.!Dendritic!cellL
expanded,!isletLspecific!CD4+!CD25+!CD62L+!regulatory!T!cells!restore!
normoglycemia!in!diabetic!NOD!mice.!The!Journal!of!experimental!medicine,!
2007;204:191L201.!
[19]! A.!L.!Putnam,!N.!Safinia,!A.!Medvec,!M.!Laszkowska,!M.!Wray,!M.!A.!Mintz!et!
al.!Clinical!grade!manufacturing!of!human!alloantigenLreactive!regulatory!T!
cells!for!use!in!transplantation.!American!journal!of!transplantation!:!official!
journal!of!the!American!Society!of!Transplantation!and!the!American!Society!
of!Transplant!Surgeons,!2013;13:3010L20.!
[20]! J.!Y.!Tsang,!Y.!Tanriver,!S.!Jiang,!S.!A.!Xue,!K.!Ratnasothy,!D.!Chen!et!al.!
Conferring!indirect!allospecificity!on!CD4+CD25+!Tregs!by!TCR!gene!transfer!
favors!transplantation!tolerance!in!mice.!The!Journal!of!clinical!investigation,!
2008;118:3619L28.!
[21]! T.!M.!Brusko,!R.!C.!Koya,!S.!Zhu,!M.!R.!Lee,!A.!L.!Putnam,!S.!A.!McClymont!et!
al.!Human!antigenLspecific!regulatory!T!cells!generated!by!T!cell!receptor!
gene!transfer.!PloS!one,!2010;5:e11726.!
[22]! G.!Plesa,!L.!Zheng,!A.!Medvec,!C.!B.!Wilson,!C.!RoblesLOteiza,!N.!Liddy!et!al.!
TCR!affinity!and!specificity!requirements!for!human!regulatory!TLcell!
function.!Blood,!2012;119:3420L30.!
[23]! T.!I.!Tree,!J.!Lawson,!H.!Edwards,!A.!Skowera,!S.!Arif,!B.!O.!Roep!et!al.!
Naturally!arising!human!CD4!TLcells!that!recognize!islet!autoantigens!and!
secrete!interleukinL10!regulate!proinflammatory!TLcell!responses!via!linked!
suppression.!Diabetes,!2010;59:1451L60.!
[24]! X.!Brochet,!M.!P.!Lefranc,!V.!Giudicelli.!IMGT/VLQUEST:!the!highly!customized!
and!integrated!system!for!IG!and!TR!standardized!VLJ!and!VLDLJ!sequence!
analysis.!Nucleic!acids!research,!2008;36:W503L8.!
[25]! V.!Giudicelli,!X.!Brochet,!M.!P.!Lefranc.!IMGT/VLQUEST:!IMGT!standardized!
analysis!of!the!immunoglobulin!(IG)!and!T!cell!receptor!(TR)!nucleotide!
sequences.!Cold!Spring!Harbor!protocols,!2011;2011:695L715.!
[26]! V.!Zennou,!D.!PerezLCaballero,!H.!Gottlinger,!P.!D.!Bieniasz.!APOBEC3G!
incorporation!into!human!immunodeficiency!virus!type!1!particles.!Journal!of!
virology,!2004;78:12058L61.!
[27]! M.!Battaglia,!A.!Stabilini,!E.!Draghici,!S.!Gregori,!C.!Mocchetti,!E.!Bonifacio!et!
al.!Rapamycin!and!interleukinL10!treatment!induces!T!regulatory!type!1!cells!
! 24!
that!mediate!antigenLspecific!transplantation!tolerance.!Diabetes,!
2006;55:40L9.!
[28]! C.!Scotta,!M.!Esposito,!H.!Fazekasova,!G.!Fanelli,!F.!C.!Edozie,!N.!Ali!et!al.!
Differential!effects!of!rapamycin!and!retinoic!acid!on!expansion,!stability!and!
suppressive!qualities!of!human!CD4(+)CD25(+)FOXP3(+)!T!regulatory!cell!
subpopulations.!Haematologica,!2013;98:1291L9.!
[29]! A.!L.!Putnam,!T.!M.!Brusko,!M.!R.!Lee,!W.!Liu,!G.!L.!Szot,!T.!Ghosh!et!al.!
Expansion!of!human!regulatory!TLcells!from!patients!with!type!1!diabetes.!
Diabetes,!2009;58:652L62.!
[30]! A.!M.!D'Alise,!G.!Amabile,!M.!Iovino,!F.!P.!Di!Giorgio,!M.!Bartiromo,!F.!Sessa!et!
al.!Reversine,!a!novel!Aurora!kinases!inhibitor,!inhibits!colony!formation!of!
human!acute!myeloid!leukemia!cells.!Molecular!cancer!therapeutics,!
2008;7:1140L9.!
[31]! A.!Schneider,!M.!Rieck,!S.!Sanda,!C.!Pihoker,!C.!Greenbaum,!J.!H.!Buckner.!The!
effector!T!cells!of!diabetic!subjects!are!resistant!to!regulation!via!CD4+!
FOXP3+!regulatory!T!cells.!Journal!of!immunology,!2008;181:7350L5.!
[32]! K.!C.!Herold,!S.!E.!Gitelman,!S.!M.!Willi,!P.!A.!Gottlieb,!F.!WaldronLLynch,!L.!
Devine!et!al.!Teplizumab!treatment!may!improve!CLpeptide!responses!in!
participants!with!type!1!diabetes!after!the!newLonset!period:!a!randomised!
controlled!trial.!Diabetologia,!2013;56:391L400.!
[33]! M.!R.!Rigby,!L.!A.!DiMeglio,!M.!S.!Rendell,!E.!I.!Felner,!J.!M.!Dostou,!S.!E.!
Gitelman!et!al.!Targeting!of!memory!T!cells!with!alefacept!in!newLonset!type!
1!diabetes!(T1DAL!study):!12!month!results!of!a!randomised,!doubleLblind,!
placeboLcontrolled!phase!2!trial.!Lancet!Diabetes!Endocrinol,!2013;1:284L94.!
[34]! M.!J.!Haller,!S.!E.!Gitelman,!P.!A.!Gottlieb,!A.!W.!Michels,!S.!M.!Rosenthal,!J.!J.!
Shuster!et!al.!AntiLthymocyte!globulin/GLCSF!treatment!preserves!beta!cell!
function!in!patients!with!established!type!1!diabetes.!The!Journal!of!clinical!
investigation,!2015;125:448L55.!
[35]! B.!Salomon,!D.!J.!Lenschow,!L.!Rhee,!N.!Ashourian,!B.!Singh,!A.!Sharpe!et!al.!
B7/CD28!costimulation!is!essential!for!the!homeostasis!of!the!CD4+CD25+!
immunoregulatory!T!cells!that!control!autoimmune!diabetes.!Immunity,!
2000;12:431L40.!
[36]! K.!V.!Tarbell,!S.!Yamazaki,!K.!Olson,!P.!Toy,!R.!M.!Steinman.!CD25+!CD4+!T!
cells,!expanded!with!dendritic!cells!presenting!a!single!autoantigenic!peptide,!
suppress!autoimmune!diabetes.!The!Journal!of!experimental!medicine,!
2004;199:1467L77.!
[37]! K.!Golab,!A.!Krzystyniak,!N.!MarekLTrzonkowska,!R.!Misawa,!L.!J.!Wang,!X.!
Wang!et!al.!Impact!of!culture!medium!on!CD4(+)!CD25(high)CD127(lo/neg)!
Treg!expansion!for!the!purpose!of!clinical!application.!Int!Immunopharmacol,!
2013;16:358L63.!
[38]! S.!Thomas,!S.!A.!Xue,!M.!CescoLGaspere,!E.!San!Jose,!D.!P.!Hart,!V.!Wong!et!al.!
Targeting!the!Wilms!tumor!antigen!1!by!TCR!gene!transfer:!TCR!variants!
improve!tetramer!binding!but!not!the!function!of!gene!modified!human!T!
cells.!Journal!of!immunology,!2007;179:5803L10.!
[39]! J.!Kuball,!M.!L.!Dossett,!M.!Wolfl,!W.!Y.!Ho,!R.!H.!Voss,!C.!Fowler!et!al.!
Facilitating!matched!pairing!and!expression!of!TCR!chains!introduced!into!
human!T!cells.!Blood,!2007;109:2331L8.!
! 25!
[40]! C.!J.!Cohen,!Y.!F.!Li,!M.!ElLGamil,!P.!F.!Robbins,!S.!A.!Rosenberg,!R.!A.!Morgan.!
Enhanced!antitumor!activity!of!T!cells!engineered!to!express!TLcell!receptors!
with!a!second!disulfide!bond.!Cancer!Res,!2007;67:3898L903.!
[41]! K.!B.!Scholten,!D.!Kramer,!E.!W.!Kueter,!M.!Graf,!T.!Schoedl,!C.!J.!Meijer!et!al.!
Codon!modification!of!T!cell!receptors!allows!enhanced!functional!expression!
in!transgenic!human!T!cells.!Clinical!immunology,!2006;119:135L45.!
[42]! M.!A.!de!Witte,!A.!Jorritsma,!A.!Kaiser,!M.!D.!van!den!Boom,!M.!Dokter,!G.!M.!
Bendle!et!al.!Requirements!for!effective!antitumor!responses!of!TCR!
transduced!T!cells.!Journal!of!immunology,!2008;181:5128L36.!
[43]! J.!Y.!Tsang,!K.!Ratnasothy,!D.!Li,!Y.!Chen,!R.!P.!Bucy,!K.!F.!Lau!et!al.!The!
potency!of!allospecific!Tregs!cells!appears!to!correlate!with!T!cell!receptor!
functional!avidity.!American!journal!of!transplantation!:!official!journal!of!the!
American!Society!of!Transplantation!and!the!American!Society!of!Transplant!
Surgeons,!2011;11:1610L20.!
[44]! K.!Cheng,!Q.!Chen,!X.!Yang,!S.!Gao,!H.!Yu.!Classification!of!imbalanced!
bioinformatics!data!by!using!boundary!movementLbased!ELM.!Biomed!Mater!
Eng,!2015;26!Suppl!1:S1855L62.!
[45]! D.!X.!Beringer,!F.!S.!Kleijwegt,!F.!Wiede,!A.!R.!van!der!Slik,!K.!L.!Loh,!J.!
Petersen!et!al.!T!cell!receptor!reversed!polarity!recognition!of!a!selfLantigen!
major!histocompatibility!complex.!Nature!immunology,!2015;16:1153L61.!
)
A5’#LTR ! chain ! chain 3’#LTRmCherry
Furin#linker
2A#peptide
B
D
Figure'1
C
mCherry
TC
R
Non#transduced HA307#
RAR5.3# MHB10.3#
Cherry +
88.2
0 103 104 105
PE-A:: pELNSxm
-103
103
104
105
SS
C-
A
MX JKT_Alone.fcs 
Lymphocytes 
22184
Cherry +
82.5
0 103 104 105
PE-A
-103
103
104
105
SS
C-
A
Alone.fcs 
Lymphocytes 
46370
Cherry +
1.90
0 103 104 105
PE-A:: pELNSxm
-103
103
104
105
SS
C-
A
Specimen_001_JKT.fcs 
Lymphocytes 
6435
Cherry +
85.3
0 103 104 105
PE-A
-103
103
104
105
SS
C-
A
Short_HA XM.fcs 
Lymphocytes 
20693
mCherry
SS
C
FA
Non#transduced
RAR5.3 MHB10.3
HA307
Q5
0.039
Q6
92.1
Q7
6.47
Q8
1.40
0 103 104 105
Comp-PE-A
0
103
104
105
Co
m
p-
AP
C-
A
Specimen_001_TCR MX.fcs
J764
20363
Q5
0.32
Q6
98.0
Q7
0.17
Q8
1.46
0 103 104 105
Comp-PE-A
0
103
104
105
Co
m
p-
AP
C-
A
Specimen_001_TCR HX.fcs
J764
20253
Q5
0.57
Q6
96.4
Q7
0.33
Q8
2.65
0 10 3 10 4 10 5
Comp-PE-A
0
10 3
10 4
10 5
Co
m
p-
AP
C-
A
Specimen_001_TCR RX.fcs
J764
22460
Q5
0.92
Q6
0.28
Q7
0.99
Q8
97.8
0 103 104 105
Comp-PE-A
0
103
104
105
Co
m
p-
AP
C-
A
Specimen_001_MOCK.fcs
J764
20216
No LV HA307 RAR5.3 MHB10.3
0
5000
10000
15000
LV
M
FI
mCherry
TCR   
EF1 !
Promoter
Diluent B13 ΔC19 Cytostim
0
20
40
60
80
100
Stimulus
%
 C
D
69
+
Jurkat cells
J76 cells
p = 0.0001
p = 0.0007
ns
ns
Diluent Peptide Cytostim
0
20
40
60
80
100
%
 C
D
69
+
Stimulus
Jurkat cells
J76 cells
p = 0.005
p = <0.005
Diluent Peptide Cytostim
0
20
40
60
80
100
%
 C
D
69
+
Stimulus
Jurkat cells
J76 cells
p = <0.0001
p = <0.0001
Diluent( CytostimPeptide
CD69
A
Jurkat(
cells
DB C
m
Ch
er
ry
Figure+2
J76
cells
-12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4
0
20
40
60
80
100
Peptide concentration (log10 M)
%
 C
D
69
+
HA307
RAR5.3
MHB10.3 (B13-30)
MHB10.3 (ΔC19)
E
Q1
69.1
Q2
6.41
Q3
0.52
Q4
24.0
0 10 3 10 4 10 5
Comp-APC-A
0
10 3
10 4
10 5
Co
m
p-
PE
-A
207241.fcs
Live T cells
20989
Q1
32.8
Q2
43.3
Q3
2.38
Q4
21.5
0 10 3 10 4 10 5
Comp-APC-A
0
10 3
10 4
10 5
Co
m
p-
PE
-A
207245.fcs
Live T cells
20420
Q1
5.08
Q2
75.0
Q3
18.0
Q4
1.90
0 10 3 10 4 10 5
Comp-APC-A
0
10 3
10 4
10 5
Co
m
p-
PE
-A
207243.fcs
Live T cells
20035
Q1
85.6
Q2
8.41
Q3
0.39
Q4
5.59
0 10 3 10 4 10 5
Comp-APC-A :: CD69
0
10 3
10 4
10 5
Co
m
p-
PE
-A
 ::
 p
EL
NS
xm
RAXM J76 CD4_DMSO.fcs
EBV, 7AAD subset
16394
Q1
45.2
Q2
48.3
Q3
0.79
Q4
5.63
0 10 3 10 4 10 5
Comp-APC-A :: CD69
0
10 3
10 4
10 5
Co
m
p-
PE
-A
 ::
 p
EL
NS
xm
RAXM J76 CD4_10uM rep.fcs
EBV, 7AAD subset
15621
Q1
6.91
Q2
86.1
Q3
1.26
Q4
5.73
0 10 3 10 4 10 5
Comp-APC-A :: CD69
0
10 3
10 4
10 5
Co
m
p-
PE
-A
 ::
 p
EL
NS
xm
RAXM J76 CD4_CYTO.fcs
EBV, 7AAD subset
14487
SSC#A
m
C
he
rry
MHXM +
35.6
0-103 103 104 105
SSC-A
-102
102
103
104
105
mC
he
rry
-A
t038_MHX_001.fcs 
Lymphocytes 
6873
HAXM +
42.9
0-103 103 104 105
SSC-A
103
104
105
mC
he
rry
-A
Specimen_001_T010 HAX_001.fcs 
Lymphocytes 
6715
RAXM +
20.8
0-103 103 104 105
SSC-A
-103
103
104
105
mC
he
rry
-A
Specimen_001_RAX_002.fcs 
Lymphocytes 
82612
43,% 21,% 36,%
HA307 RAR5.3
0-10 3 10 3 10 4 10 5
SSC-A
0
-10 3
10 3
10 4
10 5
Co
m
p-
PE
-A
HAX_UT.fcs
Single Cells
22934
MHB10.3
ΔC19B13
CD69
Diluent Peptide
m
C
he
rry
A
B
HA307
RAR5.3
MHB10.3
DC
Diluent Cytostim HA307
0
20
40
60
80
100
%
 C
D
69
+
p = 0.0031
Diluent Cytostim RAR5
0
20
40
60
80
100
%
 C
D
69
+
p = 0.0002
MH pELNSxm Treg peptide response
Diluent Cytostim B13 ΔC19
0
10
20
100
%
 C
D
69
+
ns
nsE
Mock
Figure53
Q1
93.4
Q2
3.62
Q3
0.26
Q4
2.75
PBS_rep 1.fcs 
VIOLET PROLIF, 7-AAD subset  
24695
Q1
37.9
Q2
59.1
Q3
0.26
Q4
2.74
PEPTIDE_rep 1.fcs  
VIOLET PROLIF, 7-AAD subset  
21233
Q1
87.2
Q2
12.0
Q3
0.050
Q4
0.75
0 10 3 10 4 10 5
Comp-APC-A :: CD69
0
-10 2
10 2
10 3
10 4
10 5
Co
m
p-
PE
-A
 ::
 p
EL
NS
xm
RAX rep 3 RA PBMC_DMSO1.fcs
Live Treg
5995
Q1
64.7
Q2
34.3
Q3
0.078
Q4
0.86
0 10 3 10 4 10 5
Comp-APC-A :: CD69
0
-10 2
10 2
10 3
10 4
10 5
Co
m
p-
PE
-A
 ::
 p
EL
NS
xm
RAX rep 2 RA PBMC_YR5.fcs
Live Treg
8940
Q1
86.6
Q2
9.89
Q3
0.082
Q4
3.41
MHX unsorted_DMSO rep 1.fcs  
Live 
6094
Q1
85.0
Q2
11.8
Q3
0.092
Q4
3.07
MHX unsorted_B13 rep 2.fcs  
Live 
7643
Q1
88.7
Q2
9.66
Q3
0.030
Q4
1.59
MHX unsorted_Delta rep 2.fcs  
Live 
6678
Transduced Treg
52.0
0 10 3 10 4 10 5
Comp-CellTracker Violet-A
0
10 3
10 4
10 5
Co
m
p-
m
Ch
er
ry
-A
Specimen_001_DMSO_002.fcs
Lymphocytes
5520
CD69 pos 
4.11
CD69 neg
34.2
0 10 3 10 4 10 5
Comp-APC-A
0
10 3
10 4
10 5
Co
m
p-
m
Ch
er
ry
-A
Specimen_001_DMSO_002.fcs
Transduced Treg
2872
CD69 pos 
16.8
CD69 neg
30.2
0 10 3 10 4 10 5
Comp-APC-A
0
10 3
10 4
10 5
Co
m
p-
m
Ch
er
ry
-A
Specimen_001_Sort_001.fcs
Transduced Treg
14663
CD69
m
C
he
rry
CellTrace Violet
m
C
he
rry
+3diluent +3ΔC19
A
B
Diluent Cytostim B13 ΔC19 Diluent Cytostim B13 ΔC19
0
10
20
30
100
%
 C
D
69
+
p = <0.0001
ns
CD69- MHB10.3 Treg CD69+ MHB10.3 Treg 
ns
ns
Figure'4
Lymphocytes
68.6
0 50K 100K 150K 200K250K
FSC-A
0
-103
103
104
105
SS
C-
A
25 to 1_PBS 1.fcs
Ungated
65540
mCherry neg T cells
89.3
0-10 3 103 104 105
Comp-PE-A :: pELNSxm
0
103
104
105
Co
m
p-
AP
C-
A 
:: 
CD
4
25 to 1_PBS 1.fcs
CD3, 7AAD subset
32504
Single Cells
92.4
0 50K 100K 150K 200K250K
FSC-A
0
50K
100K
150K
200K
250K
FS
C-
H
25 to 1_PBS 1.fcs
Lymphocytes
44968
CD3 pos live cells
78.2
0-10 3 10 3 10 4 10 5
Comp-PE-Cy7-A :: CD3
0
-10 2
10 3
10 4
10 5
Co
m
p-
Pe
rC
P-
Cy
5-
5-
A 
:: 
7A
AD
25 to 1_PBS 1.fcs
Single Cells
41550
C
D
4
SSC%A
FS
C
%A
CD3
7%
AA
D
mCherry
C
D
4
A
FSC%A
FS
C
%H
Figure'5
CellTrace Violet
B
Vaccine - + + + +
Peptide - - - + +
Treg:PBMC 0 0 50:1 0 50:1
%'suppresion %'suppresion
Q1
1.21
Q2
56.7
Q3
41.6
Q4
0.44
0 10 3 10 4 10 5
Comp-Pacific Blue-A :: Violet Tracker
0
10 3
10 4
10 5
Co
m
p-
AP
C-
A 
:: 
CD
4
Prolif_No PED NO Regs PBS.fcs
mCherry neg T cells
30059
Q1
24.9
Q2
40.9
Q3
29.4
Q4
4.85
0 10 3 10 4 10 5
Comp-Pacific Blue-A :: Violet Tracker
0
10 3
10 4
10 5
Co
m
p-
AP
C-
A 
:: 
CD
4
0 to 1_PBS 2.fcs
mCherry neg T cells
27090
Q1
32.3
Q2
35.1
Q3
25.7
Q4
6.99
0 10 3 10 4 10 5
Comp-Pacific Blue-A :: Violet Tracker
0
10 3
10 4
10 5
Co
m
p-
AP
C-
A 
:: 
CD
4
0 to 1_PEP 1.fcs
mCherry neg T cells
26328
Q1
1.11
Q2
55.3
Q3
43.5
Q4
0.087
0 10 3 10 4 10 5
Comp-Pacific Blue-A :: Violet Tracker
0
10 3
10 4
10 5
Co
m
p-
AP
C-
A 
:: 
CD
4
50 to 1_Peptide 1.fcs
mCherry neg T cells
14895
Q1
19.2
Q2
45.5
Q3
32.7
Q4
2.58
0 10 3 10 4 10 5
Comp-Pacific Blue-A :: Violet Tracker
0
10 3
10 4
10 5
Co
m
p-
AP
C-
A 
:: 
CD
4
50 to 1_PBS 2.fcs
mCherry neg T cells
19623
10:1 25:1 50:1 100:1 250:1
0
50
100
PBMC:Tg Treg ratio
%
 s
up
pr
es
si
on
 o
f C
D
8+
 T
 c
el
ls
 B13
ΔC19
**
*
****
**
**
**
*
*
Diluent
10:1 25:1 50:1 100:1
0
20
40
60
80
PBMC :Tg Treg
Δ
 %
 s
up
pr
es
si
on
 o
f C
D
4 
T 
ce
lls
HA307
RAR5.3
MHB10.3 (B13)
MHB10.3 (ΔC19)
A
B
Figure'6
C
D
10:1 25:1 50:1 100:1 250:1 500:1 1000:1
0
50
100
PBMC:Tg Treg ratio
%
 s
up
pr
es
si
on
 o
f C
D
8+
 T
 c
el
ls
 HA307
Diluent**** * **
**
** *
10:1 25:1 50:1 100:1 250:1 500:1 1000:1
0
50
100
PBMC:Tg Treg ratio
%
 s
up
pr
es
si
on
 o
f C
D
4+
 T
 c
el
ls HA307
Diluent*** ***
** ***
** *
10:1 25:1 50:1 100:1
0
50
100
PBMC:Tg Treg ratio
%
 s
up
pr
es
si
on
 o
f C
D
8+
 T
 c
el
ls RAR5
Diluent**
***
***
10:1 25:1 50:1 100:1
0
50
100
PBMC:Tg Treg ratio
%
 s
up
pr
es
si
on
 o
f C
D
4+
 T
 c
el
ls RAR5
Diluent
**
*
** **
10:1 25:1 50:1 100:1 250:1
0
50
100
PBMC:Tg Treg ratio
%
 s
up
pr
es
si
on
 o
f C
D
4+
 T
 c
el
ls B13
** *
ΔC19
**
**
**
Diluent
*
HA307&TCR&insert
ATGGCCATGAAATCCTTGAGAGTTTTACTAGTGATCCTGTGGCTTCAGTTGAGCTGGGTTTGGAGCCAACAGAAGGAGGTGGAGCAGAATTCTGGACC
CCTCAGTGTTCCAGAGGGAGCCATTGCCTCTCTCAACTGCACTTACAGTGACCGAGGTTCCCAGTCCTTCTTCTGGTACAGACAATATTCTGGGAAAAG
CCCTGAGTTGATAATGTCCATATACTCCAATGGTGACAAAGAAGATGGAAGGTTTACAGCACAGCTCAATAAAGCCAGCCAGTATGTTTCTCTGCTCAT
CAGAGACTCCCAGCCCAGTGATTCAGCCACCTACCTCTGTGCCGCGACGTACAGCAGTGCTTCCAAGATAATCTTTGGATCAGGGACCAGACTCAGCAT
CCGGCCAAATATCCAGAACCCTGACCCTGCCGTGTACCAGCTGAGAGACTCTAAATCCAGTGACAAGTCTGTCTGCCTATTCACCGATTTTGATTCTCAA
ACAAATGTGTCACAAAGTAAGGATTCTGATGTGTATATCACAGACAAAACTGTGCTAGACATGAGGTCTATGGACTTCAAGAGCAACAGTGCTGTGGC
CTGGAGCAACAAATCTGACTTTGCATGTGCAAACGCCTTCAACAACAGCATTATTCCAGAAGACACCTTCTTCCCCAGCCCAGAAAGTTCCTGTGATGT
CAAGCTGGTCGAGAAAAGCTTTGAAACAGATACGAACCTAAACTTTCAAAACCTGTCAGTGATTGGGTTCCGAATCCTCCTCCTGAAAGTGGCCGGGT
TTAATCTGCTCATGACGCTGCGGCTGTGGTCCAGCCGGGCTAAACGGAGCGGATCTGGTGAAGGACGTGGTTCCTTGTTGACTTGTGGAGATGTTGAA
GAAAACCCAGGACCAATGGGCTCCAGGCTGCTCTGTTGGGTGCTGCTTTGTCTCCTGGGAGCAGGCCCAGTAAAGGCTGGAGTCACTCAAACTCCAAG
ATATCTGATCAAAACGAGAGGACAGCAAGTGACACTGAGCTGCTCCCCTATCTCTGGGCATAGGAGTGTATCCTGGTACCAACAGACCCCAGGACAGG
GCCTTCAGTTCCTCTTTGAATACTTCAGTGAGACACAGAGAAACAAAGGAAACTTCCCTGGTCGATTCTCAGGGCGCCAGTTCTCTAACTCTCGCTCTGA
GATGAATGTGAGCACCTTGGAGCTGGGGGACTCGGCCCTTTATCTTTGCGCCAGCAGCCCAGAGGACAGTTTAATGTATGAGCAGTTCTTCGGGCCAG
GGACACGGCTCACCGTGCTAGAGGACCTGAAAAACGTGTTCCCACCCGAGGTCGCTGTGTTTGAGCCATCAGAAGCAGAGATCTCCCACACCCAAAAG
GCCACACTGGTATGCCTGGCCACAGGCTTCTACCCCGACCACGTGGAGCTGAGCTGGTGGGTGAATGGGAAGGAGGTGCACAGTGGGGTCAGCACA
GACCCGCAGCCCCTCAAGGAGCAGCCCGCCCTCAATGACTCCAGATACTGCCTGAGCAGCCGCCTGAGGGTCTCGGCCACCTTCTGGCAGAACCCCCG
CAACCACTTCCGCTGTCAAGTCCAGTTCTACGGGCTCTCGGAGAATGACGAGTGGACCCAGGATAGGGCCAAACCCGTCACCCAGATCGTCAGCGCCG
AGGCCTGGGGTAGAGCAGACTGTGGCTTCACCTCCGAGTCTTACCAGCAAGGGGTCCTGTCTGCCACCATCCTCTATGAGATCTTGCTAGGGAAGGCC
ACCTTGTATGCCGTGCTGGTCAGTGCCCTCGTGCTGATGGCCATGGTCAAGAGAAAGGATTCCAGAGGCTAG
RAR5.3&TCR&insert
ATGGCCATGCTCCTGGGGGCATCAGTGCTGATTCTGTGGCTTCAGCCAGACTGGGTAAACAGTCAACAGAAGAATGATGACCAGCAAGTTAAGCAAA
ATTCACCATCCCTGAGCGTCCAGGAAGGAAGAATTTCTATTCTGAACTGTGACTATACTAACAGCATGTTTGATTATTTCCTATGGTACAAAAAATACCC
TGCTGAAGGTCCTACATTCCTGATATCTATAAGTTCCATTAAGGATAAAAATGAAGATGGAAGATTCACTGTTTTCTTAAACAAAAGTGCCAAGCACCTC
TCTCTGCACATTGTGCCCTCCCAGCCTGGAGACTCTGCAGTGTACTTCTGTGCAGCAAGCGCTGGAGCCAATAGTAAGCTGACATTTGGAAAAGGAAT
AACTCTGAGTGTTAGACCAAATATCCAGAACCCTGACCCTGCCGTGTACCAGCTGAGAGACTCTAAATCCAGTGACAAGTCTGTCTGCCTATTCACCGA
TTTTGATTCTCAAACAAATGTGTCACAAAGTAAGGATTCTGATGTGTATATCACAGACAAAACTGTGCTAGACATGAGGTCTATGGACTTCAAGAGCAA
CAGTGCTGTGGCCTGGAGCAACAAATCTGACTTTGCATGTGCAAACGCCTTCAACAACAGCATTATTCCAGAAGACACCTTCTTCCCCAGCCCAGAAAG
TTCCTGTGATGTCAAGCTGGTCGAGAAAAGCTTTGAAACAGATACGAACCTAAACTTTCAAAACCTGTCAGTGATTGGGTTCCGAATCCTCCTCCTGAA
AGTGGCCGGGTTTAATCTGCTCATGACGCTGCGGCTGTGGTCCAGCCGGGCTAAACGGAGCGGATCTGGTGAAGGACGTGGTTCCTTGTTGACTTGTG
GAGATGTTGAAGAAAACCCAGGACCAATGCACAGATACAGAAGACCCCTCCGTCATGCAGCATCTGCCATGAGCATCGGCCTCCTGTGCTGTGCAGCC
TTGTCTCTCCTGTGGGCAGGTCCAGTGAATGCTGGTGTCACTCAGACCCCAAAATTCCAGGTCCTGAAGACAGGACAGAGCATGACACTGCAGTGTGC
CCAGGATATGAACCATGAATACATGTCCTGGTATCGACAAGACCCAGGCATGGGGCTGAGGCTGATTCATTACTCAGTTGGTGCTGGTATCACTGACC
AAGGAGAAGTCCCCAATGGCTACAATGTCTCCAGATCAACCACAGAGGATTTCCCGCTCAGGCTGCTGTCGGCTGCTCCCTCCCAGACATCTGTGTACT
TCTGTGCCAGCAGTTACAACAGGTTACTCTACTCTGGGGCCAACGTCCTGACTTTCGGGGCCGGCAGCAGGCTGACCGTGCTGGAGGACCTGAAAAAC
GTGTTCCCACCCGAGGTCGCTGTGTTTGAGCCATCAGAAGCAGAGATCTCCCACACCCAAAAGGCCACACTGGTGTGCCTGGCCACAGGCTTCTACCC
CGACCACGTGGAGCTGAGCTGGTGGGTGAATGGGAAGGAGGTGCACAGTGGGGTCAGCACAGACCCGCAGCCCCTCAAGGAGCAGCCCGCCCTCAA
TGACTCCAGATACTGCCTGAGCAGCCGCCTGAGGGTCTCGGCCACCTTCTGGCAGAACCCCCGCAACCACTTCCGCTGTCAAGTCCAGTTCTACGGGCT
CTCGGAGAATGACGAGTGGACCCAGGATAGGGCCAAACCTGTCACCCAGATCGTCAGCGCCGAGGCCTGGGGTAGAGCAGACTGTGGCTTCACCTCC
GAGTCTTACCAGCAAGGGGTCCTGTCTGCCACCATCCTCTATGAGATCTTGCTAGGGAAGGCCACCTTGTATGCCGTGCTGGTCAGTGCCCTCGTGCTG
ATGGCCATGGTCAAGAGAAAGGATTCCAGAGGCTAG
MHB10.3&TCR&insert
ATGAGGCAAGTGGCGAGAGTGATCGTGTTCCTGACCCTGAGTACTTTGAGCCTTGCTAAGACCACCCAGCCCATCTCCATGGACTCATATGAAGGACA
AGAAGTGAACATAACCTGTAGCCACAACAACATTGCTACAAATGATTATATCACGTGGTACCAACAGTTTCCCAGCCAAGGACCACGATTTATTATTCA
AGGATACAAGACAAAAGTTACAAACGAAGTGGCCTCCCTGTTTATCCCTGCCGACAGAAAGTCCAGCACTCTGAGCCTGCCCCGGGTTTCCCTGAGCG
ACACTGCTGTGTACTACTGCCTCGTGGGTGACAGCCTTAACACCAATGCAGGCAAATCAACCTTTGGGGATGGGACTACGCTCACTGTGAAGCCAAAT
ATCCAGAACCCTGACCCTGCCGTGTACCAGCTGAGAGACTCTAAATCCAGTGACAAGTCTGTCTGCCTATTCACCGATTTTGATTCTCAAACAAATGTGT
CACAAAGTAAGGATTCTGATGTGTATATCACAGACAAAACTGTGCTAGACATGAGGTCTATGGACTTCAAGAGCAACAGTGCTGTGGCCTGGAGCAAC
AAATCTGACTTTGCATGTGCAAACGCCTTCAACAACAGCATTATTCCAGAAGACACCTTCTTCCCCAGCCCAGAAAGTTCCTGTGATGTCAAGCTGGTC
GAGAAAAGCTTTGAAACAGATACGAACCTAAACTTTCAAAACCTGTCAGTGATTGGGTTCCGAATCCTCCTCCTGAAAGTGGCCGGGTTTAATCTGCTC
ATGACGCTGCGGCTGTGGTCCAGCCGGGCTAAACGGAGCGGATCTGGTGAAGGACGTGGTTCCTTGTTGACTTGTGGAGATGTTGAAGAAAACCCAG
GACCAATGCTGAGTCTTCTGCTCCTTCTCCTGGGACTAGGCTCTGTGTTCAGTGCTGTCATCTCTCAAAAGCCAAGCAGGGATATCTGTCAACGTGGAA
CCTCCCTGACGATCCAGTGTCAAGTCGATAGCCAAGTCACCATGATGTTCTGGTACCGTCAGCAACCTGGACAGAGCCTGACACTGATCGCAACTGCA
AATCAGGGCTCTGAGGCCACATATGAGAGTGGATTTGTCATTGACAAGTTTCCCATCAGCCGCCCAAACCTAACATTCTCAACTCTGACTGTGAGCAAC
ATGAGCCCTGAAGACAGCAGCATATATCTCTGCAGCGTTGAAGATAGAAACACCGGGGAGCTGTTTTTTGGAGAAGGCTCTAGGCTGACCGTACTGG
AGGACCTGAAAAACGTGTTCCCACCCGAGGTCGCTGTGTTTGAGCCATCAGAAGCAGAGATCTCCCACACCCAAAAGGCCACACTGGTGTGCCTGGCC
ACAGGCTTCTACCCCGACCACGTGGAGCTGAGCTGGTGGGTGAATGGGAAGGAGGTGCACAGTGGGGTCAGCACAGACCCGCAGCCCCTCAAGGAG
CAGCCCGCCCTCAATGACTCCAGATACTGCCTGAGCAGCCGCCTGAGGGTCTCGGCCACCTTCTGGCAGAACCCCCGCAACCACTTCCGCTGTCAAGTC
CAGTTCTACGGGCTCTCGGAGAATGACGAGTGGACCCAGGATAGGGCCAAACCTGTCACCCAGATCGTCAGCGCCGAGGCCTGGGGTAGAGCAGACT
GTGGCTTCACCTCCGAGTCTTACCAGCAAGGGGTCCTGTCTGCCACCATCCTCTATGAGATCTTGCTAGGGAAGGCCACCTTGTATGCCGTGCTGGTCA
GTGCCCTCGTGCTGATGGCCATGGTCAAGAGAAAGGATTCCAGAGGCTAG
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